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TESTIRANJE KOMPONENTI
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Radioreceptorski test predstavlja in vitro model za testiranje hormonskih receptora. Za njegovo
izvodjenje potrebne su slede¢e komponente: preparacija receptora, »obelezeni« (radiojodirani)
hormon i neradioaktivni hormon (1). Osnovni uslov za funkcionisanje ovog modela je da su sve
komponente bioloski suficijentne (za razliku od radioimunog testa gde je dovoljna imunoloska
aktivnost sastojaka). Radioreceptorassay se primenjuje za testiranje: 1. receptora u tkivima (broj
i afinitet), 2. autologih hormona (vezivanje na receptore), 3. heterolognih hormona (»spillover«
fenomen), 4. antireceptorskih antitela, 5. bioloSke efikasnosti raznih hormonskih preparacija, itd
(1,2,3,4).

Radioreceptorski test za TSH se danas najceSée primenjuje za testiranje autoantitela na
receptore za TSH (TSI, TIAb, TGI) a redje za ispitivanje receptora u tkivu Stitnjace (5,6,7,8).
Dokazivanje antireceptorskih antitela predstavlja veoma koristan test za dijagnozu,
kontrolisanje i prognozu obolelih od Bazedovljeve bolesti (5,8,9). Bilo bi neophodno da se i on
rutinski izvodi, za $ta je potrebno da se raspolaze jednostavnim i relativno jevtinim kompletima
reagenasa, $to za sada nije slucaj.

Cilj ovog ispitivanja bio je testiranje nama dostupnih komponenti, kao i pokusaj izvodjenja
radioreceptorskog testa uobi¢ajenim postupcima.

Predmet rada bio je: priprema membrana tireocita, provera bioloske aktivnosti (vezivanje na
receptore) raspolozivih obelezenih preparacija TSH, i ispitivanje »inhibicionog« delovanja
raspolozivih terapijskih preparata sa tireotropnim dejstvom. Posebna paznja je posveena
preparaciji tireocitnih membrana, buduéi da su za to potrebni posebni aparati (maSine za
seckanje tkiva, homogenizatori, ultracentrifuga) i postupci (zamrzavanje u teénom azotu,
separacija na gradijentu sukroze, itd)(8,10,11).

MATERIJAL | METODA

a) Pripremanje komponenti: 1. Priprema tireocitnih membrana — §titnja¢a je uzimana u toku
tireoidektomije bolesnika od Bazedovljeve bolesti, pri ¢emu je odmah potapana u ledeno
ohladjen Tris-HCI-BSA pufer pH 7,4). Odvajanje od vezivnog i masnog tkiva skalpelom vr§eno
je odmah nakon toga na ledu, a seckanje tkiva obavljeno je u komercijalnom mikseru za
domacinstvo. Posle filtrovanja macerata kroz ¢etvoroslojnu gazu i dopunjavanja istim puferom,
vrseno je prvo centrifugovanje na 800 obrtaja, a zatim centrifugovanje supernatanta na
maksimalnoj brzini uobicajene laboratorijske centrifuge (oko 7.000 obrtaja u min), 30 minuta
na sobnoj temperaturi. Uziman je gornji sloj precipitata, razredjen puferom i zamrznut na —20°C
do testiranja. 2. Ispitivanje komercijalnog I TSH iz radioimunoloskog kompleta za
odredjivanje TSH (INEP-Zemun) i za ovu priliku obelezenog (IBK-Vin¢a, Mila Ratkovi¢) TSH
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(Calbiochem) koji je takodje za RIA namene. 3. Ispitivanje komercijalnog terapijskog preparata
sa tireotropnim delovanjem, Ambinon (Organon).

b) Radioreceptorski test je izvodjen po neSto modifikovanom postupku koji koristi TRAK-
Assay (Henning) za detekciju receptorskih TSH autoantitela (9). Ukratko: preparacija
membrana tireocita inkubira se sa '¥I tireotropinom uz dodatak rastuéih koncentracija
neradioaktivnog hormona, na temperaturi od 37°C u toku 60 min. Nakon inkubacije vr3i se
separacija »receptorske faze« dodavanje hladnog 10% PEG i centrifugovanjem na oko 4.000
obrtaja/min, u toku 20 min na sobnoj temperaturi. Testirane (»naSe«) komponente smo
ubacivali u komercijalni TRAK-assay radi poredjenja. Budu¢i da smo odmah potvrdili dobru
»inhibicionu« aktivnost Ambinona, to smo njega Cesto Koristili kao neaktivni ligand, umesto
odgovarajucih »standardnih« preparacija iz TRAK-assay.

REZULTATI

Rezultate radioreceptorskog testa smo predstavili na w»inhibicionoj krivulji: procenat
specificnog vezivanja (SB%) obelezenog TSH u funkciji promenjivih »inhibitornih«
koncentracija neradioaktivnih TSH preparacija.

Kvalitet tireocitnin membrana koje smo pripremili u zavisnosti od njihove koncentrovanosti
(merene u koncentraciji ukupnih proteina) — najbolju rezultati se dobijaju ako je ova
koncentracija oko 10 g/l ukupnih proteina (slika 1).
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Slika 1 — Uticaj koncentracije membranske prepara- gjika 2 — Radioreceptorski test za TSH: ispitivanje

cije na specificno vezivanje obelezenog TSH membrana tireocita
Fig. 1 —Influence of concentration of membrane pre- Fig. 2 — Radioreceptorassay for TSH: Thyrocyte
paration on TSH specific binding membrane testing

Uporedne vrednosti radioreceptorskog testa komercijalnim preparacijama membrana tireocita
(TRAK) i »nasim«, prikazane su na slici 2.

Membranska preparacija dobijena nasim postupkom, ¢uvana zamrznuta na —20°C, odrzava
zadovoljavajuéi kvalitet oko 40 dana (dokazano na cetiri ovakve preparacije). Ni visoko
kvalitetni TRAK-assay, ¢ije su membrane solubilizirane i liofilizirane, nije se u ovom testiranju
pokazao dugotrajnijim.

Kvalitet ispitivanih preparacija »obelezenih« TSH (INEP, Calbiochem) bio je znatno ispod
referentnog TSH (TRAK) koji je pripreman za radioreceptorsku primenu (slika 3).
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Slika 3 — Radioreceptorski test za TSH: ispitivanje Slika 4 — Radioreceptorski test za TSH: ispitivanje

oblezenog hormona neobelezenog hormona
Fig. 3 — Radioreceptorassay for TSH: Labelled hor- Fig. 4 — Radioreceptorassay for TSH: Unlabelled hor-
mone testing mone testing

Najzad, neradioaktivnha komponenta sistema koja u radioreceptorskom testu sluzi za
»inhibiciju« vezivanja obelezenog hormona na receptore, na osnovu naSeg ispitivanja sa
uspehom bi mogla da bude lek sa titreotropnim delovanjem, Ambinon (slika 4).

DISKUSIJA

Testirali smo komponente koje ulaze u sastav radioreceptorskog testa za TSH. Posebno su
ispitane preparacije membrana tireocita jer su iste proizvedene u naSoj laboratoriji.Ocena
njihovog kvaliteta ukratko je sledeca: pripremljene na opisani na¢in membrane ispoljavaju
dovoljno visoko specifi¢no vezivanje obelezenog TSH. Medjutim, inhibiciona krivulja u opsegu
niskih koncentracija neobelezenog hormona nema dovoljan pad, $to znac¢i da bi test bio
nedovoljno osetljiv u tom opsegu. Ovo je znatan ograni¢avajuci Cinilac ako bi se test koristio za
detekciju antireceptorskih antitela, jer su ona najéeS$e prisutna u tim nizim inhibitornim
koncentracijama.

Preparacija obelezenih TSH koje se nalaze na naSem trziStu za primenu u RIA postupcima ne
zadovoljavaju za potrebe u radioreceptorskom testiranju. Neophodno bi bilo nabaviti bioloski
aktivne preparacije bovinog TSH i obeleZiti ih specifi¢nijim (laktoperoksidaza) metodama (10).
Komercijalni preparat sa tireotropnim delovanjem, Ambinon (Organon), mada nije visoko
preciséen preparat TSH, pokazao se kao vrlo receptorski aktivan i pogodan za primenu u vidu
»inhibitorne« komponente radioreceptorskog sistema.

Mada ovaj na$ rad nije imao za rezultat dobijanje svih neposredno primenjivih komponenti
radioreceptorskog testa za TSH, on je reSio brojne probleme. Dobili smo vrlo jednostavim
postupkom tireocitne membrane osrednjeg kvaliteta. Odabrali smo dostupnu preparaciju
neradioaktivne komponente. ReSili smo i druga metodoloska pitanja (sastav inkubacionog
pufera, najbolji procenat PEG-a, najadekvatniju koncentraciju membrana, itd) koja se najcesce
ne pominju u uputstvima za rad komercijalnim priborima. Najzad, namera nam je da ovim
saopstenjem skrenemo paznju znatno opremljenijim institucijama od nase (nuklearni instituti,
proizvodjaci radiofarmaka) na potrebu razvoja 1 proizvodnje ovog vrlo Kkorisnog
radioreceptorskog testa.
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